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RESUME': Se estudiO la toxina tennoldbil (TL) de 
Escherichia coil en cepas aisladas de las heces de 545 Ili- 
hos menores de dos aims, con y sin diarrea. El ensayo 
inmunosorbente - enzima conjugada (ELISA) reve-
hi la TL en 29 cepas (5.32%) y la inmunohemoli-
sis pasiva (MP) en 27 (4.95%), una diferencia sig-
nificativa (P < 0.001). El ELISA triostrO una sensi-
bilidad de 500 a 1000 veces mayor que la IHP. y se 
presenta como is prueha de eleccidn para el manejo 
de gran cantidad de tnuestras. 
!NTRODI: C c '16 N 
La Escherichia coli enterotoxigenica ha sido 
reconocida como un agente importante de la 
enfermedad cliarreica.9 Su diagastico consiste 
en estudiar colonias tipicas reconocibles en un 
medio diferencial selectivo para luego demos-
trar la production de toxina terrnolabil (TL) 
y toxina termoestable (TE). El ensayo de TL 
se logra con metodos que revelen su toxicidad 
o sus propiedades inmunolegicas, Cuadro 1. 
Las pruebas inmunologicas se basan en reac- 
clones antigeno-anticuerpo que, de paso, evi-
dencian una posible identidad o estrecha simi-
litud entre la TL de E. coli y la enterotoxina 
de Vibrio cholercte.15 Con las pruebas seroltigi-
cas se obvia la dificultad tecnica de los bioen-
sayos en animales y cultivos celulares. En este 
trabajo se evalna tanto la sensibilidad como la 
facilidad de ejecueian de dos pruebas serolo-
gicas: el ensayo imutmosorbente con enzima 
conjugada (ELISA) y la inmunohenuilisis pa-
siva (IHP). 
CUADRO 1 
PRUEBAS PARA EL DIAGNOSTICO DE LA TOXINA LABIL DE Escherichia cell 
Prueba 	 Referencia 
Bioensayo: 
Inmutunoensayo: 
Asa intestinal del conejo 
Perrneabilidad en piel de conejo 
Celulas suprarrenales Y1 
Cdlulas ovaricas de hamster chino 
Inmunohennilisis pasiva 
Coaglutinaeion estafilocOccica 
Radioinmunoensayo 
ELISA  
Sack et al., 1971 12 
Craig, 1966 3  
Sack et al., 1975 9  
Guerrant et al., 1974 7 
Evans y Evans, 1977 5  
Brill et 01„ 1979 2 
Greenberg et at., 1977 6 
Yolken, 
	 at-, 197718  
Svennerholm a al., 1978 16 
Back et al., 1979 7 
Sack a al., 1980 10 
1  Instituto de Investigaciones en Salud (INISA), Universidad de Costa Rica. 
Ministerio de Salud, San Jose, Costa Rica. 
a 
Seem de cobayo anti - foxing de 
V cholera* 
Nor 
Suero de cobra anti-cobayo coniugado a 
CH fosfatasa alcalina 
Achiltia de what°. SI hay Wino IdbII 
desarrolla rat color amarldo may defialdo 
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MATERI.U.ES Y METODOS 
Cuttivos Se estudiaron extractos de E. coil 
aisladas de 545 nifios menores de dos alms con 
y sin diarrea atendidos en el Hospital Nacional 
de Nifios de Costa Rica, entre enero de 1976 
y abril de 1978. 
Bacteriologia. Las cepas fueron aisladas me-
diante hisopados rectales inoculados directamen-
te en agar tergitol 7 con eloruro de trifenil-
tetrazolio (Difco). Se subcultivaron diez colo-
nias tipieas de E. coil en 5 ml de medio de 
casazninoacidos-extracto de levadura (Evans y 
Evans, 1977), en erlenmeyers de 50 ml de cape-
cidad, v se incub6 a 37°C durante 18 bores en 
un baiio de agitation continua (140 ciclos/ 
min). Seguidamente se afiadieron 0.8 mi de sul-
fato de polimixina (Sigma) 10.25 mg/mi en 
amortiguador de fosfatos 0.08M a pH 6.7, adi-
cionado de 0.9% de NaC1 y 0.02% de NaN.). 
Se continuaron agitando los erlenmeyer por 15 
min adicionales a 37°C. Las preparaciones se cen-
trifugaron a 16,000 x g durante 20 min a 4°C 
y los sobrenadantes se aimacenaron a —70°C 
hasta el moment() de su ensayo. 
inmunohentolisis pasiva (1HP). Cada sobre-
nadante (extracto de E, coli) se estudi6 por 
duplicado. En cada uno de dos tubos se co-
locaron 50 pl de eritrocitos de carnero al 1% y 
50 ti del extracto.' Los eritrocitos preservados 
en solution Alsever fueron previamente Iavados 
dos veces en solution amortiguadora de fos-
fatos (SAF) 0.08M a pH 6.7, adicionada de 
NaCI al 0.9% y fueron resuspendidos al 10% 
en SAF 0.02M a pH 6.7, adicionada de NaCI al 
0.9% y finalmente diluidos al 1% en la misma 
solueiOn al moment° de la prueha. Las mezclas 
se incubaron a 37°C bajo agitation continua 
durante 30 min para que la TL, de estar pre-
sente, se adsorbiera a los eritrocitos. Luego se 
anadieron 50 µ1 de anti-toxina eolerica diluida 
al 1:100 en SAF (ver el apendice) y se incub6 
nuevamente a 37°C durante 30 min. Seguida-
mente se adicionaron 50 pl de complement° 
fresco de cobayo diluido al 1:10 en SAF y se 
incubi-) a 37°C durante 30 min. Las mezclas 
fueron diluidas al 1:10 adicionando 1.8 ml de 
SAF y se centrifugaron a 1200 rpm durante 
10 min. 
La concentration de hemoglobina liberada 
en la hemolisis se midi() espectrofotometricamen-
te a 420 urn en un aparato Coleman 6/20. En 
cada experiment° se incluyeron testigos de he-
ni6lisis no-inmune. Como testigos se ensayaron 
rutinariamente extractos de Escherichia coli de  
las cepas HP-1010 (TL-positiva) y K-12 (TL-
negative) I WI- el apendice), 
Ensayo inmunosorhente - enzima coniagada 
(ELISA). Se realiz6 el ensayo de "doble sand-
wich", Figura I, seg6n YOLKEN, et al.'s En 
eada una de las 72 cavidades en U de bande-
jas de microtitulaciiin de polivinilo flexible des-
cartables (Cooke), se depositaron 100 pi de sue-
ro hiperinmune de burro anti-toxina de I'. 
cholerae (T.V.C.), diluido al 1:10.000 en so-
lucion amortiguadora de carbonatos a pH 9.6 
(recubrimiento eon antieuerpo). Las bandejas 
se incubaron a 4°C durante toda la noche. Lue-
go do esta ineubachin y de cada uno de los 
subsiguientes pasos, las bandejas se lavaron tres 
veces con soluciOn amortiguadora de fosfatos 
a pH 7.4, adicionada de 0.5 ml de Tween 20 
por litro de solution (SAF-Tween). Seguida-
mente se afiadi6 a cada una de las 72 cavida-
des 50 µI de SAF-Tween y luego se agreg6 por 
duplicado 50 pi de los extractos de E. coil,. En 
cada bandeja se coloc6 en duplicado, 33 mues-
tras, el testigo positivo (HP-1040), el testigo 
negativo (K-12) y un "blanco" de solution sa-
line aI 0.9%. Las bandejas se incubaron a tem-
peratura ambiente durante toda la noche. A 
cada cavidad se agrego 100 pi de suero hiper-
inmune de cobayo anti-T.V.C. diluido al 1:2000 
en SAF-Tween, adicionado de suero normal de 
caballo al 1% (ver el apendice). Las bandejas 
Suere de burro °VI- toxin° de 
A Vibrio cholera* 
LA5400 
Extract° de IM cultIvo de EscherIchia cell , 
conten/endo foxlna 
LAVADO 
Fig. 1. Diagrams de ELISA pare enterotoxina de 
Vibrio cholerae y toxina Wail de Escherichia coil 
(Ver totto). 
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se incubaron a 37°C durante una hora. Luego 
se agrego 100 pa de suero hiperinmune de ca.-
bra anti-cobayo conjugado a fosfatasa alcalina 
(Sigma) para lograr el "doble sandwich". El 
conjugado se diluy6 al 1:100 en SAF-Tween, 
adicionado de suero normal de caballo al 1%. 
Las bandejas se incubaron a 37°C durante una 
hora. Por Ultimo, se agregO a cada cavidad 100 
ul de p-nitrofenilfosfato (Sigma) en solution 
amortiguadora de dietanolamina a pH 9.8. Trans-
curridos 30 min a 37°C se detuvo la reaction 
adicionando 50 1.41 de NaOH 3M en cada cavi-
dad, y visualmente se comparei el color de las 
cavidades con el color de los testigos positivo 
y negativo. Las muestras TL-positiva debian 
un color amarillo intenso distinguible a sim-
ple vista. 
Sensibilidad. La sensibilidad de ambas teeni-
cas se determind utilizando diluciones seriadas 
de una preparation purificada de la toxina de 
V. cholerese (T.V.C.) (Schwarz Mann, Orange-
burg, New York). La lectura final de absor-
bancias en el ELISA se hizo espectrofotorne-
tricamente a 405 nm en un aparato Beckman 
35. Se consideraron positivas aquellas absor-
bancias dos o mas veces mayor que la del tes-
tigo negativo (K-12). 
RESULTADOS 
Los resultados obtenidos con la IHP y el 
ELISA se comparan en el Cuadro 2. Segtin 
la IHP, 27 extrados resultaron positivos 
(4.95%) y por el ELISA 29 (5,32%), una 
diferencia significativa (x2 = 519; P < 0.001). 
La figura 2 ilustra la sensibilidad de ambas 
teenicas, cuando se utiliza la preparation pu-
rificada de T.V.C. (Schwarz Mann). El ELISA 
A
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Fig. 2. Sensibilidad del ELISA (a)y de la IHP (b) 
en el diagn6stico de la toxina de V. cholerae (Ver 
texto). 
detecto hasta un minimo de 0.1 ng de T.V.C./ 
ml, mientras que la IHP, 50.100 ng T.V.C./ 
ml. Asi, el ELISA fue de 500 a 1000 veces ma's 
sensible que la IHP. 
DISCUSIoN 
El ELISA parece ser la prueba de election 
para diagnosticar la TL en vista de su sensi-
bilidad, simplicidad y capacidad de automati- 
CUADRO 2 
IDENTIFICACION DE TOXINA LAHTI, DE Escherichia call POR INMUNOLIEMIAISIS PASIVA ((HP) 
Y ENSAYO INMUNOSORBENTE-ENZIMA CONJUGADA (ELISA) 
ELISA 
IHP 
Positiva Negativa Total 
Positivo 27 (4.95) a 2 ( 0.36) 29 (5.32 ) 
Negativo 0 516 (94.6 ) 516 (94.6) 
Total 27 (4.95) 518 (95.08) 545 (100 1 
a Ntimero de cepas (porcentaje) 
y2 =, 519; P < 0.001 
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melon. En nuestro laboratorio se manejan hasta 
1000 muestras por semana en un ELISA para 
diagnosticar rotavirus muy semejante tecnica-
mente al ELISA que se describe en este traba-
jo." Ademas, la lectura espectrofotometrica se 
puede realizar con aparatos que pueden medir 
la absorbancia de todas las cavidades de la 
bandeja de microtitulaciOn en un tiempo de 90 
segundos.5 El ELISA tambien puede adaptarse 
para el ensayo de anticuerpos anti-TL.14 
Recientemente se ha desarrollado un ELISA 
que utiliza el gangliOsido GMI —receptor hio-
I6gico de TL— como element() para captar la 
TL en el primer paso del ELISA (ver Figura 
1). Esto simplifica Ia tknica porque 
	 gait- 
glinsido se puede adquirir comercialmente re-
quiriendose entonces de solo un anticuerpo anti-
toxina en vez de dos. El conjugado inmunoglo-
bulina-fosfatasa alcalina es estable durante me-
ses yes fLeil de prepararlo en el laboratorio. La 
IHP podria ser la prueba de election en ague-
llos laboratorios qua rutinariamente hacen 
pruebas de bertmaglutinacion y herrielisis. En 
este trabajo las determinaciones se hicieron en 
tubo, pero EVANS y EvANs 5 ya han adoptado 
la prueba a un sistema do microtitulaciOn. Para 
ambas tecnicas la preparacitin de los extractor 
en batios de agitation continua es tediosa y con-
sume tiempo. YOLKEN, et al. Is proponen inocu-
lar 'pools' de 10 colonias en las cavidades de 
las bandejas previamente recubiertas de anti-
cuerpo de burro anti-T.V.C. Asi, la production 
de TL se Ileva a cabo en 1a misma bandeja de 
microtitulacion (ver paso 2, Figura 1). 
En cuanto al costo aproximado de ambas 
tecnicas, el ensayo ELISA por duplicado cues-
ta US $0.62 por extracto. Por su parte, la IHP 
tiene un costo de US $0.79, asignado a los anti-
sueros valores nominates de US $50.00 por ml. 
Los costos de ambas pruebas obviamente dis-
minuyen conforme se aplican al estudio de 
otros antigenos o anticuerpos. No se hicieron 
cornparaciones de metodos para medir toxici-
dad. Con las tecnicas aqui descritas, el estudio 
de la E. tali enterotoxigenica esti al alcance de 
muchos laboratorios. 
El diagn6stico de la toxina estable (TE) to-
davia presenta dificultades rnetodologicas sien-
do pie el bioensayo en el ratan lactante es d 
link° medic practico para su diagnostico.4 Sin  
embargo, recientemente se ha Iogrado polime-
rizar la TE en dos laboratorios de poises in-
dustrializados, lograndose un producto antige-
nic° que permite su reconocimiento por el ELI-
SA. La prueba esti por divulgarse por la Orga-
nizacion 1\lundial de la Salad. 
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APENDICE 
Matcriales para las tecnicas serolOgicas 
a. Conjugado de inniunoglobulina-fosfatasa al-
calina, segfin VOLLER, et al.17 
b. Suero de burro anti-T.V.C. y suero de co-
bayo anti-T.V.C., preparados por el Dr. R. 
H. YOLKEN, NIAID, NIH, Bethesda, Mary-
land, EE.UU. 
c. Suero anti-toxina labil, preparado por la Dm. 
D. J. EVANS, Program for Infectious Diseases 
and Clinical Microbiology, University of Te-
xas Medical School, Houston, Texas, EE.UU. 
d. Suero normal de caballo, libre de anticuer-
pos anti-toxina, esto es negativo en una prue-
ha de bloqueo (ver SIMHON, et a1.14 ) 
c. Cepas HP-1040 (testigo positivo) y K-12 
(testigo negativo) proporcionadas por la Dra. 
D. J. EvANs, University of Texas Medical 
School, Houston Texas, EE.UU. 
I. Toxina de Vibrio cholerae (T.V.C.). Sch-
warz Mann, Orangeburg, New York, EE.UU. 
Otros reactivos segiin VOLLER, et a1.'7 
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strains isolated from 545 children less than two years 
of age, with or without diarrhea, was investigated by 
two methods. The enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA) revealed LT in 29 (5.32%) bacterial ex 
tracts, while the passive immune hemolysis (PIH)  
showed 27 (4.95%), a significant difference (P < 
0.001). The ELISA showed a sensitivity 500 to 1000 
times that of the NH, and appears to be the method 
of choice when large numbers of specimens are hand-
led. 
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